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5 La presente invention concerne de nouveaux polynucleotides 

comportant un polymorphisme de type SNP fonctionnel dans la sequence 
nucleotidique du gene IFNot-2 ainsi que de nouveaux polypeptides codes par 
ces polynucleotides et leurs utilisations therapeutiques. 

10 ART ANTERIEUR 

Le gene interferon alpha-2 humain (IFNa-2) est decrit dans les 

publications : 

Olopade OL, Bohlander Sk. "Mapping of the shortest region of overlap of 
deletions of the short arm of chromosome 9 associated with human 
15 neoplasia." Genomics. 1992 Oct;14(2):437-43 PMID: 1385305 ; 

Ezekowitz Ra., Mulliken Jb., "Interferon alfa~2a therapy for life-threatening 
hemangiomas of infancy" N. Engl. J. Med. 1992 May 28;326(22):1 456-63. 
PMID: 1489383 ; 

Dithmar S., Rusciano D., "Neoadjuvant interferon alfa-2b treatment in a 
20 murine model for metastatic ocular melanoma: a preliminary study" Arch. 
Ophthalmol. 2000 Aug; 11 8(8):1 085-9. PMID: 10922203; 
et notamment sous le numero d'acces J00207, V11834 dans la base de 
donnees GenBank. 

Les IFNa sont connus pour leurs effets anti-proliferatifs cellulaires 
25 et leurs implications dans les reponses anti-virales et anti-parasitaires. 

Les IFNa sont aussi connus pour inhiber I'expression de plusieurs 
autres cytokines au niveau des cellules hematopoTetiques souches, ainsi que 
pour inhiber la proliferation cellulaire de certaines tumeurs. 

Les IFNa sont egalement connus pour reduire Texpression des 
30 recepteurs a I'EGF dans les carcinomes renaux, pour inhiber Texpression de 
certains genes mitochondriaux, pour inhiber la proliferation des fibroblastes, des 
monocytes et des lymphocytes B, notamment in-vitro et pour bloquer la 
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synthese des anticorps, par les lymphocytes B. 

Les IFNa sont egalement connus pour induire I'expression 
d'antigenes specifiques de tumeurs a la surface de cellules tumorales et 
egalement pour induire les genes places sous le controle de regions 
5 promotrices de type ISRE (Interferon-stimulated response element) en agissant 
sur les facteurs de transcription specifiques de ces ISRE. 

II est connu que les IFNa sont impliques dans differents 
dereglements et/ou maladies humaines, tels que les differents cancers comme, 
par exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les leucemies et 

10 t les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies 
cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas 
liees au systeme immunitaire comme, par exemple, Tobesite, les maladies 
infectieuses comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, les colites 
ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme, par exemple, la 

15 maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de 
tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie chez les patients 
dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le 
psoriasis, I'arthrite rhumatofde, la maladie de Crohn, les maladies et les 
desordres auto-immuns, les desordres gastro-intestinaux ou encore les 

20 desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

Les IFNa sont particulierement utilises pour le traitement de 
certaines leucemies, de carcinomes renaux metastases ainsi que des tumeurs 
qui apparaissent a la suite d'un deficit immunitaire, tel que le sarcome de 
Kaposi dans le cas du SIDA. Les IFNa sont aussi efficaces contre d'autres 

25 types de tumeurs et contre certaines infections virales. Les IFNa sont aussi 
reconnus par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement des 
vermes genitales ou veneriennes. 

Toutefois, les IFNa, et particulierement les IFNa-2, presentent de 
nombreux effets secondares lorsqu'ils sont employes dans des compositions 

30 pharmaceutiques, tels que des reactions d'hypersensibilite aigue (urticaire, 
broncho-constriction, choc anaphylactique, etc.), des arythmies cardiaques, des 
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hypotensions arterielies, des crises d'epilepsie, des troubles des fonctions 
thyroTdiennes, des syndromes pseudo-grippaux (fievres, sueurs, myalgies), etc. 

De plus, les patients traites par les IFNa peuvent deveiopper des 
anticorps neutralisant ces molecules diminuant ainsi leurs efficacites. 
5 La demanderesse a trouve de nouveaux polypeptides et nouveaux 

polynucleotides analogues a HFNa-2, presentant une activite antiproliferative 
cellulaire significativement inhibee par rapport a NFNoc-2 nature!, pouvant etre 
utilises pour traiter ou prevenir les dereglements ou maladies mentionnes 
precedemment et d'eviter tout ou partie des inconvenients mentionnes ci- 
10 .dessus. 

L'INVENTION 

^invention a pour principal objet de nouveaux polynucleotides qui 
different de la sequence nucleotidique du gene sauvage de reference de IFNa- 
15 2, en ce qu'ils comportent un polymorphisme de type SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) fonctionnel. 

Ainsi, le nucleotide guanine (g) en position 1023 est modifie en 
adenine (a) par rapport a la sequence nucleotidique du gene sauvage de 
reference IFNa-2, comme il est mentionne dans la sequence nucleotidique ID 
20 SEQ N° 1. Le polymorphisme de type SNP est done appele g1023a du gene 
IFNa-2. 

Ce polymorphisme de type SNP a ete identifie par la 
demanderesse au moyen du procede de determination decrit dans la demande 
de brevet FR 00 22894, intitule "Procede de determination d'un ou plusieurs 
25 polymorphisme(s) fonctionnel(s) dans la sequence nucleotidique d'un gene 
"candidaf fonctionnel preselectionne et ses applications' 1 et deposee le 6 
decembre 2000, cite ici a titre de reference. 

La sequence nucleotidique ID SEQ N° 3 correspond a un 
fragment de 20 nucleotides qui se situe dans la sequence nucleotidique ID SEQ 
30 N° 1 de la position 1011 a la position 1030. Ainsi, la sequence nucleotidique ID 
SEQ N° 3 inclut le polymorphisme de type SNP de Tinvention. 

LMFNa-2 humain sauvage code pour une proteine immature de 
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188 acides amines qui sera convertit en proteine mature de 165 acides amines, 
par section du peptide signal qui comprend les 23 premiers acides amines. La 
sequence nucleotidique codante de la proteine immature commence au 
nucleotide 511 (codon start) et finit au nucleotide 1077 (codon stop), dans la 
5 sequence nucleotidique du gene IFNa-2 humain sauvage qui comporte 1733 
nucleotides. 

Le polymorphisme' de type SNP de ('invention entraTne une 
modification de methionine (M) en position 171 dans la proteine immature 
codee par la sequence nucleotidique du gene IFNa-2 en isoleucine (I), et en 

1 0 ( position 148 de la proteine mature. 

Le polypeptide comportant la mutation M171I du gene IFNa-2 
correspond a la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 (proteine immature de 
188 acides amines). La sequence d'acides amines de la proteine mature du 
gene de l'IFNa-2 comporte 165 acides amines et correspond a la sequence 

15 d'acides amines comprise entre I'acide amine 24 et 188 de la sequence 
d'acides amines ID SEQ N° 2 (proteine immature). 

Dans la description de la presente invention, on appellera 
indifferemment M148I et M171I la mutation codee par le polymorphisme de type 
SNP de Tinvention selon que Ton se refere respectivement a la proteine mature 

20 ou a la proteine immature. 

Le polymorphisme de type SNP de invention entrame une 
modification de la conformation spatiale d'un polypeptide conformed I'invention 
par rapport au polypeptide code par la sequence nucleotidique du gene 
sauvage de reference. Une telle modification peut etre observee par 

25 moderation moleculaire bio-informatique, selon des methodes bien connues 
de I'homme du metier mettant en oeuvre, par exemple, les outils de 
moderation de-novo (par exemple, SEQFOLD/MSI), d'homologie (par 
exemple, MODELER/MSI), de minimisation des champs de force (par exemple, 
DISCOVER, DELPHI/MSI) et/ou de dynamique moleculaire (par exemple, 

30 CFF/MSI). 
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Un exemple cTune telle modelisation est donnee ci-apres dans la 
partie experimentale. Ces outils ont ainsi permis une modelisation d'un 
polypeptide de I'invention. 

La modelisation bio-informatique permet d'observer que la 
mutation M148I sur fa proteine mutee mature entrame une modification des 
chames laterales proches du point de mutation, sur les helices A et E de I'lFNa- 
2 naturel. La chame laterale mutee 1148 s'engage dans un pont salin avec la 
chame laterale de E141, ce qui entrame quelques modifications dans la 
conformation spatiale de la proteine mutee mature. 

Alors que dans l'IFNa-2 naturel la chame laterale de R144 est 
orientee vers Pinterieur de la molecule dans sa conformation tridimensionnelle, 
cette chame laterale est orientee vers I'exterieur sur la proteine mutee mature. 
De meme, les chaines laterales R22 et E141 sont deplacees dans la proteine 
mutee mature. 

Un genotypage d'un polynucleotide conforme a I'invention peut 
egalement etre effectue de fa?on a determiner la frequence allelique de ce 
polynucleotide dans une population. Un exemple de genotypage est donne, ci- 
apres, dans la partie experimentale. 

La determination de la fonctionnalite d'un polypeptide de 
I'invention peut egalement etre effectuee par un test de mesure de I'effet anti- 
proliferatif sur la lignee cellulaire de Daudi en presence d f un polypeptide 
conforme a Nnvention et d'un polypeptide code par le gene sauvage de 
reference de PIFNbt-2 humain. 

L'invention a aussi pour objet la mise en evidence et I'utilisation de 
molecules therapeutiques obtenues a partir de Tinformation derivant d'un 
polynucleotide et d'un polypeptide conforme a ['invention, notamment pour la 
prevention et le traitement des differents dereglements et/ou maladies 
humaines, tels que les differents cancers comme, par exemple, les carcinomes, 
les melanomes, les lymphomes, les leucemies et les cancers du foie, du cou, 
de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies 
metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire 
comme, par exemple, Tobesite, les maladies infectieuses comme les hepatites 
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B et C et le SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du 
systeme nerveux central comme, par exemple, la rnaladie d'Alzheimer, la 
schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la 
cicatrisation de blessures, I'anemie chez les patients dialyses, les allergies, 
5 Tasthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite 
rhumatoTde, la rnaladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 
les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements 

par chimiotherapie. 

La Figure 1 represente la moderation de la proteine codee par le 
10 polynucleotide de sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et de la proteine codee 
par la sequence nucleotidique du gene sauvage de reference. 

La Figure 2 represente le resultat du genotypage du 
polymorphisme de type SNP conforme a Tinvention dans une population 
d'individus. 

15 Sur cette figure, les abscisses represented la valeur mp du filtre 

Tamra (ddGTP)et les ordonnees represented la valeur mp du filtre R-110 
(ddATP). 

En haut a droite, le groupe heterozygote AG contient 1 individu. 
En bas a droite, le groupe homozygote GG contient 237 individus. 
20 En bas a gauche, le groupe d'individus contient 7 individus blancs 

et 1 individu non genotype. 

La Figure 3 represente le resultat du test de mesure de Teffet anti- 
proliferatif sur la lignee cellulaire de Daudi en presence d'un polypeptide 
conforme a I'invention et d'un polypeptide code par le gene sauvage de 
25 reference de riFNa-2 humain. 

Sur cette Figure, les abscisses correspondent au logarithme de la 
concentration proteique en picomolaires (pM) et les ordonnees correspondent 
au pourcentage de proliferation cellulaire. 

L'effet anti-proliferatif de IIFNa-2 sauvage est represente par des 
30 triangles et l'effet anti-proliferatif de l'IFNa-2 mute est represente par des ronds. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 
Definitions 

On entend par "sequence nucleotidique du gene sauvage de 
reference", la sequence nucleotidique du gene IFNa-2 humain mentionnee 
5 dans la GenBank sous le numero d'acces J00207, V11834 et mentionnee 
notamment dans la publication Olopade 01, Bohlander Sk. "Mapping of the 
shortest region of overlap of deletions of the short arm of chromosome 9 
associated with human neoplasia." Genomics. 1992 Oct;14(2):437-43 PMID: 
1385305. 

10 On entend par "IFNa-2 nature!" le polypeptide code par la 

sequence nucleotidique du gene sauvage de reference. 

On entend par "polynucleotide", un polyribonucleotide ou un 
polydesoxyribonucleotide qui peut etre un ADN ou un ARN modifie ou non. 

Le terme polynucleotide inclut, par exemple, un ADN simple brin 

15 ou double brin, un ADN compose d'un melange d'une ou plusieurs region(s) 
simple brin et d'une ou plusieurs region(s) double brins, un ARN simple brin ou 
double brin et un ARN compose d'un melange d'une ou plusieurs region(s) 
simple brin et d'une ou plusieurs region(s) double brins. Le terme polynucleotide 
peut aussi comprendre un ARN et/ou un ADN comprenant une ou plusieurs 

20 regions triple brins. On entend egalement par polynucleotide les ADNs et ARNs 
contenant une ou plusieurs bases modifiees de fagon a avoir un squelette 
modifie pour la stabilite ou pour d'autres raisons. On entend par base modifiee, 
par exemple, les bases inhabituelles telles que I'inosine. 

On entend par "polypeptide", un peptide, un oligopeptide, un 

25 oligomere ou une proteine comprenant au moins deux acides amines joints Tun 
a I'autre par une liaison peptidique normale ou modifiee, comme dans le cas 
des peptides isosteres, par exemple. 

Un polypeptide peut etre compose d'autres acides amines que les 
20 acides amines codes par les genes humains. Un polypeptide peut 

30 egalement etre compose d'acides amines modifies par des processus naturels, 
tel que le processus de maturation post-traductionnel ou par des procedes 
chimiques, qui sont bien connus de Thomme du metier. De telles modifications 



< ■ 
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sont bien detaillees dans la litterature. Ces modifications peuvent apparaTtre 
n'importe ou dans le polypeptide : dans le squelette peptidique, dans la chaTne 
d'acides amines ou encore aux extremites carboxy- ou amino-terminales. 

Un polypeptide peut etre ramifie suite a une ubiquitination ou etre 

i 

5 cyclique avec ou sans ramification. Ce type de modifications peut etre le 
resultat de processus de post-translation naturel ou synthetique, qui sont bien 
connus de Phomme du metier. 

On entend, par exernple, par modifications d'un polypeptide, 
I'acetylation, I'acylation, I'ADP-ribosylation, I'amidation, la fixation covalente de 
10 flavine, la fixation covalente d'un heme, la fixation covalente d'un nucleotide ou 

i 

d'un derive nucleotidique, la fixation covalente d f un lipide ou d'un derive 
lipidique, la fixation covalente d'un phosphatidylinositol, la reticulation covalente 
ou non-covalente, la cyclisation, la formation de pont disulfure, la 
demethylation, la formation de cysteine, la formation de pyroglutamate, la 

15 formylation, la gamma-carboxylation, la glycosylation, la formation d'ancre au 
GPI, Thydroxylation, I'iodisation, la methylation, la myristoylation, I'oxydation, le 
processus proteolytique, la phosphorylation, la prenylation, la racemisation, la 
seneloylation, la sulfatation, Taddition d'acides amines telle que I'arginylation ou 
I'ubiquitination. De telles modifications sont bien detaillees dans la litterature : 

20 PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2 nd Ed., T. E. 
Creighton, New York, 1993, POST-TRANSLATIONAL COVALENT 
MODIFICATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New 
York, 1983, Seifter et aL "Analysis for protein modifications and nonprotein 
cofactors", Meth. Enzymol. (1990) 182:626-646 et Rattan et al. "Protein 

25 Synthesis : Post-translational Modifications and Aging", Ann NY Acad Sci 
(1992)663 :48~62. 

On entend par "variant", un polynucleotide ou un polypeptide qui 
differe respectivement d'au moins un nucleotide ou d'au moins un acide amine 
par rapport a un polynucleotide ou a un polypeptide conforme a I'invention, 

30 mais qui garde les memes proprietes intrinseques, c'est a dire la meme, ou 
pratiquement la meme fonctionnalite. 
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Un changement dans la sequence nucleotidique du variant peut 
alterer ou non la sequence d'acides amines du polypeptide qu'il code, par 
rapport a un polypeptide de ('invention. Un changement de nucleotide dans le 
polynucleotide variant peut resulter en une substitution d'un acide amine, une 
5 addition, une deletion, une fusion ou une troncation dans le polypeptide variant 
code par ledit polynucleotide variant, par rapport a un polypeptide de I'invention. 
Un polypeptide variant differe generalement d'un polypeptide de Invention par 
une (ou plusieurs) substitution(s), addition(s) ou deletion(s) ou plusieurs de ces 
modifications, pris en combinaison. Un variant non-naturel d'un polynucleotide 

10 ou d'un polypeptide peut etre obtenu, par exemple, par mutagenese dirigee ou 
par synthese directe. 

On entend par "identite", la mesure d'identite d'une sequence 
nucleotidique ou polypeptidique. L'identite est un terme bien connu de I'homme 
du metier et de la litterature. Voir COMPUTATIONAL MOLECULAR BIOLOGY, 

15 Lesk, A.M., Ed., Oxford University Press, New York, 1998; BIOCOMPUTING 
INFORMATICS AND GENOME PROJECT, Smith, D.W., Ed., Academic Press, 
New York, 1993; COMPUTER ANALYSIS OF SEQUENCE DATA, PART I, 
Griffin, A.M. and Griffin H.G., Ed, Humana Press, New Jersey, 1994; et 
SEQUENCE ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, von Heinje, G., Academic 

20 Press, 1987. 

Les methodes communement employees pour determiner 
Tidentite et la similarity entre deux sequences sont egalement bien decrites 
dans la litterature. Voir GUIDE TO HUGE COMPUTER, Martin J. Bishop, Ed, 
Academic Press, San Diego, 1994, et Carillo H. and Lipton D., Siam J Applied 
25 Math (1988)48 :1073. 

Un polynucleotide ayant, par exemple, une identite d'au moins 
95 % avec le polynucleotide ID SEQ N° 1 est un polynucleotide qui comporte au 
plus 5 nucleotides modifies sur 100 nucleotides, par rapport a ladite sequence. 

On entend par "polymorphisme de type SNP", toute variation 
30 naturelle d'une base dans une sequence nucleotidique. 

On entend par "polymorphisme de type SNP fonctionnel", un 
polymorphisme de type SNP qui a pour consequence de modifier la 
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fonctionnalite d'un polynucleotide ou d'un polypeptide code par ce 
polynucleotide. 

On entend par "fonctionnalite", I'activite biologique d'un 
polypeptide ou d'un polynucleotide codant pour ce polypeptide. 
5 La fonctionnalite d'un polypeptide conforme a invention ou d'un 

polynucleotide codant pour ce polypeptide peut consister en une augmentation, 
une diminution ou une suppression de I'activite biologique, voire un 
changement de nature de I'activite biologique du polypeptide code par la 
sequence nucleotidique du gene sauvage de reference ou de cette sequence. 
10 L'activite biologique peut, hotamment, etre liee a I'affinite ou a 

I'absence d'affinite du polypeptide vis-a-vis d'un ligand, tel qu'un recepteur. 

On considerera, dans le cadre de la presente invention, qu'un 
variant possede la meme ou pratiquement la meme fonctionnalite qu'un 
polynucleotide ou un polypeptide de invention si Ton obtient une inhibition de 
15 I'effet anti-proliferatif cellulaire, determinee selon le test decrit dans I'exemple 3 
de la partie experimental, superieure a 90%. 

Polynucleotide 

La presente invention a pour premier objet un polynucleotide isole 
20 comprenant : ' 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite, 

preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement au 

* 

moins 95 % d'identite, avec la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et ayant 
la meme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence 
25 nucleotidique ID SEQ N° 1, 

b) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement au 
moins 95 % d'identite, avec la sequence nucleotidique codante de la 
sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 (du nucleotide 511 au nucleotide 1077) 

30 et ayant la meme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence 

nucleotidique ID SEQ N° 1 , ou 

c) une sequence nucleotidique complementaire a une sequence nucleotidique 
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decrite sous a) ou sous b). 

La presente invention concerne egalement un polynucleotide isole 

comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80% d'identite, 
5 preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement au 

moins 95 % d'identite avec la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et 
comportant la sequence nucleotidique ID SEQ N° 3, 

b) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement au 

10 moins 95% d'identite avec la sequence nucleotidique codante de la 
sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 (du nucleotide 511 au nucleotide 1077) 
et comportant la sequence nucleotidique ID SEQ N° 3, ou 

c) la sequence nucleotidique compiementaire a la sequence nucleotidique 
decrite sous a) ou sous b). 

15 Ainsi, une sequence nucleotidique selon ('invention peut 

comprendre ies 20 nucleotides de la sequence ID SEQ N° 3 , cede ci etant un 
fragment de la dite sequence ID SEQ N° 1( du nucleotide 1011 au nucleotide 
1030). Preferentiellement, une sequence nucleotidique selon I'invention peut 
comprendre 10 nucleotides de la sequence ID SEQ N° 3 (du nucleotide 1018 au 

20 nucleotide 1027 de la sequence ID SEQ N°1) et encore plus preferentiellement 5 
nucleotides de la sequence ID SEQ N° 3 (du nucleotide 1021 au nucleotide 1025 
de la sequence ID SEQ N°1). 

Le polynucleotide isole conforme a I'invention comprend, plus 

particulierement : 
25 a) la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1, 

b) la sequence nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ 
N° 1 , telle que definie ci-dessus, ou 

c) la sequence nucleotidique compiementaire a la sequence nucleotidique sous 
a) ou sous b). 

30 Le polynucleotide isole conforme a I'invention consiste, tout 

particulierement, en la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 ou sa sequence 
codante (du nucleotide 511 au nucleotide 1077). 



1er depot 

12 

La presente invention concerne aussi un polynucleotide isole 
codant pour un polypeptide comprenant : 

a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 

i 

5 24 et 188 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. 

Preferentiellement le polynucleotide conforme a I'invention 
comprend une molecule d'ADN ou d'ARN; 

Le polynucleotide de I'invention peut etre obtenu par les methodes 
standards de synthese d'ADN ou d'ARN. Ce polynucleotide peut egalement etre 
10 ( obtenu par mutagenese dirigee a partir de la sequence nucleotidique du gene 
IFNot~2 en modifiant le nucleotide g par ie nucleotide a en position 1023. Les 
procedes de mutagenese dirigee qui peuvent ainsi etre mis en oeuvre sont bien 
connus de Thomme du metier. On peut notamment evoquer la publication de 
TA Kunkel en 1985 dans "Proc. Natl. Acad. Sci. USA" 82:488. 
15 Le polynucleotide isole peut egalement comprendre, par exemple, 

des sequences nucleotidiques codant pour des sequences d'acides amines 
pre-, pro- ou pre-pro-proteine ou des sequences d'acides amines marqueurs, 
comme Phexa-histidine peptide. 

Le polynucleotide de I'invention peut egalement contenir des 
20 sequences nucleotidiques codant pour d'autres proteines ou fragments de 
proteines en vue d'obtenir des proteines de fusion ou a des fins de purification. 

Le polynucleotide conforme a I'invention peut egalement 
comprendre des sequences nucleotidiques comme les sequences 5' et/ou 3' 
non-codantes, telles que, par exemple, des sequences transcrites, des 
25 sequences non-translatees, des sequences signal d'epissage, des sequences 
polyadenylees, des sequences de liaison avec des ribosomes ou encore des 
sequences qui stabilisent TARNm. 

On definit comme sequence nucleotidique complementaire a la 
sequence nucleotidique un polynucleotide qui peut etre hybride avec cette 
30 sequence nucleotidique, dans des conditions stringentes. 

On entend generalement, mais pas necessairement, par 
"conditions stringentes d'hybridation" les conditions chimiques qui permettent 



1er depot 

13 

une hybridation lorsque les sequences nucleotidiques ont une identite d'au 
moins 80 %, de preference superieure ou egale a 90 %, encore plus 
preferentiellement superieure ou egale a 95 % et tout particulierement 
superieure ou egale a 97 %. 
5 Ces conditions peuvent etre obtenues selon les methodes bien 

connues de I'homme du metier et, par exemple, par une incubation des 
polynucleotides, a 42° C, dans une solution comprenant 50 % de formamide, 
5xSSC (150 Mm de NaCI, 15 mM de trisodium citrate), 50 Mm de sodium 
phosphate (pH = 7,6), 5x Solution Denhardt, 10 % de dextran sulfate et 20 jag 
10 d'ADN de sperme de saumon denature, suivi d'un lavage des filtres a 0,1x SSC, 
a 65° C. 

Identification, hybridation et/ou amplification d'un polynucleotide 
comportant le polvmorphisme de type SNP 

La presente invention a aussi pour objet ['utilisation de tout ou 
partie d'un polynucleotide defini precedemment, pour identifier, hybrider et/ou 
amplifier tout ou partie d'un polynucleotide comportant le polymorphisme de 
type SNP g1023a du gene IFNoc-2. 

Ainsi, par exemple, tout ou partie d'un polynucleotide conforme a 
finvention, qui est identique ou suffisamment identique, a la sequence 
nucleotidique ID SEQ N° 1 ou a sa sequence codante (du nucleotide 51 1 au 
nucleotide 1077), a la sequence nucleotidique ID SEQ N° 3, ou a un de ses 
fragments comprenant le polymorphisme de type SNP conforme a Tinvention, 
peut etre utilise comme sonde d'hybridation pour isoler I'ADNc ou I'ADN 
genomique de la sequence ID SEQ N° 1, de sa sequence codante (du 
nucleotide 51 1 au nucleotide 1077) ou de la sequence ID SEQ N° 3. 
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Genotypage et determination de la frequence du polvmorphisme de type 
SNP 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation de tout 
ou partie d'un polynucleotide conforme a invention comme outil de 
5 genotypage. 

La presente invention a aussi pour objet un procede de 
determination de la frequence du polymorphisme de type SNP d'un 
polynucleotide conforme a Tinvention dans lequel on procede a un genotypage 
chez un individu ou dans une population d'individus. 
10 Au sens de Tinvention, on definit le genotypage comme un 

proC ede de determination du genotype d'un individu ou d'une population 
d'individus. 

On entend par "population d'individus", un groupe d'individus 
determines de fa?on aleatoire ou non. Ces individus peuvent etre des humains, 

15 des animaux ou des plantes. 

Les individus peuvent etre choisis selon leur ethnie ou selon leur 
phenotype, notamment ceux qui sont atteints par les dereglements et/ou 
maladies suivantes : !es differents cancers comme, par exemple, les 
carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les leucemies et les cancers du 

20 foie, du cou, de la tete et des reins, ies maladies cardiovasculasres, les 
maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme 
immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les maladies infectieuses comme 
les hepatites B et C et le SI DA, les pneumonies, les colites uiceratives, les 
maladies du systeme nerveux central comme, par exemple, la maladie 

25 d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou 
d'organes, la cicatrisation de blessures, i'anemie chez les patients dialyses, les 
allergies, I'asthme, les scleroses multiples, Fosteoporose, le psoriasis, I'arthrite 
rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 
les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements 

30 par chimiotherapie. 

Le polymorphisme de type SNP fonctionnel conforme a ('invention 
est preferentiellement genotype dans une population d'individus. 
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Le genotypage peut etre effectue par un minisequengage avec 
des ddNTPs chauds (2 ddNTPs differents marques par des fluorophores 
differents) et froids (2 ddNTPs non marques), en liaison avec un lecteur de 
fluorescence polarise. Le protocole de minisequengage avec lecture de 
5 fluorescence polarisee (Technologie FP-TDI ou Fluorescence Polarization 
Template-direct Dye-Terminator Incorporation) est bien connu de I'homme du 
metier. 

II peut etre realise sur un produit obtenu apres amplification par 
reaction de polymerisation en chaTne (PCR) de I'ADN de chaque individu. Ce 
10 produit PCR est choisi pour couvrir la region genique du polynucleotide 
contenant le polymorphisme de type SNP etudie. Apres la derniere etape dans 
le thermocycleur de la PCR, la plaque est alors placee sur un lecteur de 
fluorescence polarisee pour la lecture des bases marquees en utilisant les 
filtres d'excitation et d'emission specifique des fluorophores. Les valeurs 
15 d'intensite des bases marquees sont reportees sur un graphe. 

Les amorces respectivement sens et antisens pour ('amplification 
PCR, dans le cas du polymorphisme de type SNP de ('invention, peuvent 
comprendre parexemple les sequences nucleotidiques ID SEQ N° 4 et ID SEQ 
N° 5. 

20 Ces sequences nucleotidiques permettent d'amplifier un fragment 

d'une longueur de 655 nucleotides, du nucleotide 470 au nucleotide 1124 dans 
la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1. 

Une analyse statistique de la frequence de chaque allele 
(frequence allelique) code par le gene comportant le SNP dans la population 

25 d'individus est alors effectuee, ce qui permet de determiner I'importance de leur 
impact et leur repartition dans les differents sous-groupes et notamment, le cas 
echeant, les diverses ethnies qui constituent cette population d'individus. 

Les donnees de genotypage sont analysees pour estimer les 
frequences de distributions des differents alleles observes dans les populations 

30 etudiees. Les calculs de frequences alleliques peuvent etre realises a I'aide de 
logiciels tels SAS-suite® (SAS) ou SPLUS® (MathSoft). La comparaison des 
distributions alleliques du polymorphisme de type SNP de ('invention au travers 
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des differentes ethnies de la population d'individus peut etre realisee au moyen 
des logiciels ARLEQUIN® et SAS-suite®. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'un 
polynucleotide conforme a I'invention pour la recherche d'une variation dans la 
5 sequence nucleotidique du gene IFNa-2 chez un individu. 

Vecteur d'expression et cellule hote 

La presente invention a aussi pour objet un vecteur recombinant 
comprenant au moins un polynucleotide conforme a I'invention. 
0 , De nombreux systemes d'expression peuvent etre utilises, 

comme, par exemple, les chromosomes, les episomes, les virus derives. Plus 
particulierement, les vecteurs recombinants utilises peuvent etre derives de 
plasmides bacteriens, de transposons, d'episome de levure, d'elements 
d'insertion, d'elements chromosomiques de levures, de virus tels que les 
15 baculovirus, les papillonna virus comme SV40, les vaccinia virus, les 

i » 

adenovirus, les fox pox virus, les pseudorabies virus, les retrovirus. 

Ces vecteurs recombinants peuvent egalement etre des derives 

de cosmides ou de phagemides. La sequence nucleotidique peut etre inseree 

dans le vecteur recombinant d'expression par les methodes bien connues de 
20 I'homme du metier, telles que, par exemple, celles qui sont decrites dans 

MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL (supra) Sambrook et aL 

Le vecteur recombinant peut comprendre des sequences 

nucleotidiques de controle de la regulation de I'expression du polynucleotide 

ainsi que des sequences nucleotidiques permettant I'expression et la 
25 transcription d'un polynucleotide de I'invention et la traduction d'un polypeptide 

de I'invention, ces sequences etant choisies en fonction des cellules hotes 

mises en oeuvre. 

Ainsi, par exemple, un signal de secretion approprie peut etre 
integre dans le vecteur recombinant pour que le polypeptide, code par le 
30 polynucleotide de ('invention, soit dirige vers la lumiere du reticulum 
endoplasmique, vers I'espace periplasmique, sur la membrane ou vers 
I'environnement extracellulaire. 
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La presente invention a aussi pour objet une cellule hote 
comprenant un vecteur recombinant conforme a I'invention. 

L'introduction du vecteur recombinant dans une cellule hote peut 
etre effectuee selon les methodes bien connues de Thomme du metier telles 
5 que celles decrites dans BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Davis 
et al., 1986 et MOLECULAR CLONING : A LABORATORY MANUAL, 2 nd Ed., 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989, telles 
que la transfection par calcium phosphate, le transfection par DEAE dextran, la 
transvection, la microinjection, la transfection par lipides cationiques, 
10 I'electroporation, la transduction ou Tinfection. 

Les cellules hotes peuvent etre, par exemple, des cellules 
bacteriennes telles que les cellules de streptocoque, de staphylocoque, d'E. coli 
ou de Bacillus subtilis, des cellules de champignons telles que les cellules de 
levure et les cellules d 1 Aspergillus, de Streptomyces, des cellules d'insectes 
15 teiles que les cellules de Drosophilia S2 et de Spodoptera Sf9, des cellules 
animates, telles que les cellules CHO, COS, HeLa, C127, BHK, HEK 293 et des 
cellules humaines du sujet a traiter ou encore des cellules vegetates. 

Les cellules hotes peuvent etre utilisees, par exemple, pour 
exprimer un polypeptide de I'invention ou en tant que produit actif dans des 
20 compositions pharmaceutiques, comme on le verra ci-apres. 

Polypeptide 

La presente invention a aussi pour objet un polypeptide 

comprenant : 

25 a) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement 
au moins 95 % d'identite avec la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 et 
ayant la rneme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence 
d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

30 b) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite, 
preferentiellement au moins 90 % d'identite, encore plus preferentiellement 
au moins 95 % d'identite avec la sequence d'acides amines comportant les 

. . ' . ..•..«"./ 
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acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence decides amines ID 
SEQ N° 2 et ayant la meme, ou pratjquement la meme fonctionnalite que la 
sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. 

Ainsi, un polypeptide conforme a invention peut comprendre des 
5 variants de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou de la sequence 
d f acides amines comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la 
sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. Neanmoins, par definition, ces 
variants doivent conferer la meme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que 
la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. 
10 Le polypeptide de I'invention peut egalement comprendre la 

sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou la sequence d'acides amines 
comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence d'acides 
amines ID SEQ N° 2. 

Le polypeptide de I'invention peut tout particulierement consister 
15 en la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou la sequence d'acides amines 
comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence d'acides 
amines ID SEQ N° 2. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
preparation d'un polypeptide ci-dessus decrit, dans lequel une cellule hote 
20 definie precedemment est cultivee et ledit polypeptide est isole du milieu de 
culture. 

Le polypeptide peut etre purifie a partir des cellules hotes, selon 
les methodes bien connues de Thomme du metier telles que la precipitation a 
I'aide d'agents chaotropiques comme les sels, en particulier le sulfate 

25 d'ammonium, I'ethanol, I'acetone ou Tacide trichloroacetique, ('extraction a 
Tacide; la chromatographie echangeuse d'ions; la chromatographie par 
phosphocellulose; la chromatographie par interaction hydrophobe; la 
chromatographie d'affinite; la chromatographie hydroxy lapatite ou les 
chromatographies d'exclusion. 

30 On entend par "milieu de culture", le milieu dans lequel on purifie 

le polypeptide de ['invention. Ce milieu peut etre constitue par le milieu 
extracellulaire et/ou le lysat cellulaire. Des techniques biens connues de 
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Thomme du metier permettent egalement a ce dernier de redonner la 
conformation active au polypeptide, si la conformation dudit polypeptide a ete 
alteree lors de isolation ou de la purification. 

5 Anticorps 

La pr^sente invention a aussi pour objet un procede d'obtention 

d'un anticorps immunospecifique. 

On entend par "anticorps", les anticorps monoclonaux, 
polyclonaux, chimeriques, simple chame, humanises ainsi que les fragments 

10 Fab, incluant les produits d'un Fab ou d'une banque depression 

> 

d'immunoglobulines. 

Un anticorps immunospecifique peut etre obtenu par immunisation 
d'un animal avec un polypeptide conforme a I'invention. 

L'invention concerne aussi un anticorps immunospecifique pour un 
15 polypeptide conforme a I'invention, tel que defini precedemment. 

Un polypeptide selon I'invention, un de ses fragments, un 
analogue, un de ses variants ou une cellule exprimant ce polypeptide peuvent 
aussi etre utilises pour produire des anticorps immunospecifiques. 

Le terme "immunospecifique" signifie que I'anticorps possede une 
20 meilleure affinite pour le polypeptide de I'invention que pour d'autres 
polypeptides connus de Part anterieur. 

Les anticorps immunospecifiques peuvent etre obtenus par 
administration d'un polypeptide de I'invention, d'un de ses fragments, d'un 
analogue ou d'un fragment epitopique ou d'une cellule exprimant ce 
25 polynucleotide chez un mammifere, de preference non humain, selon les 
methodes bien connues de I'homme du metier. 

Pour la preparation d'anticorps monoclonaux, on peut utiliser des 
methodes usuelles de production d'anticorps, a partir de lignees cellulaires, 
telles que la technique des hybridomes (Kohler et al., Nature (1975) 256 :495- 
30 497), la technique des triomes, la technique des hybridomes de cellules B 
humaines (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4 :72) et la technique des 
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hybridomes EBV (Cole et aL, MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER 
THERAPY, pp. 77-96, Alan R. Liss, 1985). 

Les techniques de production d'anticorps sirnple-chame telles que 
decrites, par exemple, dans US N° 4,946, 778 peuvent etre egalement utilisees. 
5 Des animaux transgeniques comme les souris, par exemple, 

peuvent etre egalement utilises pour produire des anticorps humanises. 

Agents interaqissant avec le polypeptide de I'invention 

La presente invention a egalement pour objet un procede 
10 ^'identification d'un agent activateur ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a 
invention, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes, telles que definies ci-dessus avec un 
agent a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur, ou inhibiteur, genere par ('agent a tester. 
15 Un polypeptide conforme a ('invention peut ainsi etre employe 

pour un procede de criblage de composes qui rentrent en interaction avec celui- 
ci. 

Ces composes peuvent etre des agents activateurs (agonistes) ou 

inhibiteurs (antagonistes) de I'activite intrinseque d'un polypeptide selon 
20 I'invention. Ces composes peuvent egalement etre des ligands ou des substrats 

d'un polypeptide de I'invention. Voir Coligan et aL, Current Protocols in 

Immunology 1 (2), Chapter 5 (1991). 

En general, pour mettre en place un tel procede, il est d'abord 

souhaitable de produire des cellules hotes appropriees qui expriment un 
25 polypeptide conforme a I'invention. De telles cellules peuvent etre, par exemple, 

des cellules de mammiferes, de levures, d'insectes comme Drosophilia ou de 

bacteries comme E, colt. 

Ces cellules ou des extraits de membrane de ces cellules, sent 

alors mises en presence des composes a tester. 
30 On peut ainsi observer la capacite de liaison des composes a 

tester avec le polypeptide de I'invention, mais egalement Tinhibition ou 

('activation de la reponse fonctionnelle. 
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L'etape b) du procede ci-dessus peut etre mise en oeuvre en 
utilisant un agent a tester marque directement ou indirectement. Elle peut aussi 
comprendre un test de competition, en utilisant un agent marque ou non et un 
agent competiteur marque. 
5 On peut egalement determiner si un agent a tester conduit a la 

generation d'un signal d'activation ou d'inhibition sur des cellules exprimant le 
polypeptide de invention, en utilisant des moyens de detection appropries, 
suivant le signal a detecter. 

De tels agents activateurs ou inhibiteurs peuvent etre des 
10 polynucleotides, et dans certains cas des oligonucleotides ou des polypeptides, 
comme des proteines ou des anticorps, par exemple. 

La presente invention a aussi pour objet une methode pour 
('identification d'un agent active ou inhibe par un polypeptide conforme a 
invention, comprenant : 
15 a) la mise en presence de cellules hotes obtenues comme decrit ci-dessus avec 
un agent a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur, genere par ledit polypeptide 
sur I'agent a tester. 

Un agent active ou inhibe par le polypeptide de ('invention est un 
20 agent qui repond, respectivement, par une activation ou une inhibition en 
presence de ce polypeptide. Les agents actives ou inhibes, directement ou 
indirectement, par le polypeptide de Tinvention peuvent consister en des 
polypeptides comme, par exemple, des recepteurs membranaires ou 
nucleates, des kinases et plus preferentiellement des tyrosines kinases, des 
25 facteurs de transcription ou des polynucleotides. 

Detection de maladies 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'un 
polynucleotide conforme a ('invention pour donner des moyens pour effectuer 
30 un diagnostic genetique d'une maladie ou d'une resistance a une maladie liee a 
la presence, chez un ou plusieurs individus de la population humaine, de ['allele 

■ ~ w " - ■ i - 
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mutant code par ie polymorphisme de type SNP fonctionnel conforme a 
invention. 

La presente invention a aussi pour objet un procede de detection 
de I'expression et/ou de I'activite d'un polypeptide conforme a invention, 
5 comprenant : 

a) la detection de la presence ou de ['absence d'un polynucleotide selon 
1'invention dans le genome du sujet, et/ou 

b) la detection de la presence, de I'absence et/ou d'une concentration 
predeterminee d'un polypeptide selon ['invention chez un sujet. 

10 La detection d'un polynucleotide et d'un polypeptide de ('invention 

peut ainsi permettre de savoir si un sujet est atteint ou risque d'etre atteint ou, 
au contraire, presente une resistance partielle au developpement d'une 
maladie, d'une indisposition ou d'un dereglement tels que definis 
precedemment, relatifs a I'expression et/ou I'activite d'un polypeptide de 

15 Tinvention. 

La concentration "normale" d'un polypeptide peut etre 
predeterminee par I'homme du metier par des tests ou des essais 
conventionnels qui lui permettront d'identifier le seuil au-dessus ou en dessous 
duquel apparaTt la sensibilite ou, au contraire, la resistance a la maladie, 

20 I'indisposition ou le dereglement evoque ci-dessus. 

Le polynucleotide a tester peut etre obtenu a partir d'echantillons 
biologiques du sujet a etudier, tels que des cellules, du sang, de I'urine, de la 
salive, ou a partir d'une biopsie ou d'une autopsie du sujet a etudier. L'ADN 
genomique peut etre utilise directement pour la detection ou apres a une 

25 amplification par PCR, par exemple. L'ARN ou I'ADNc peuvent egalement etre 
utilises de fagon similaire. 

\ \ est ensuite possible de comparer la sequence nucleotidique d'un 
polynucleotide conforme a Tinvention avec la sequence nucleotidique detectee 
dans le genome du sujet. 

30 La comparaison des sequences nucleotidiques peut etre effectuee 

par sequengage par des methodes d'hybridation de I'ADN, par difference de 
mobilite des fragments d'ADN sur gel d'electrophorese avec ou sans agents 
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denaturants ou par difference de temperatures de fusion. Voir Myers et al., 
Science (1985) 230 :1242. De telles modifications dans la structure de la 
sequence nucleotidique en un point precis peuvent egalement etre revelees par 
des essais de protection aux nucleases, telles que I'ARNase et la nuclease S1 
5 ou encore par des agents chimiques de clivage. Voir Cotton et al., Proc. Nat. 
Acad. Sci. USA (1985) 85:4397-4401. Des sondes oligonucleotidiques 
comprenant un fragment d'un polynucleotide de I'invention peuvent egalement 
etre utilisees pour conduire le criblage. 

De nombreuses methodes bien connues de I'homme du metier 

10 peuvent etre utilisees pour determiner I'expression d'un polynucleotide de 
I'invention et pour identifier la variability genetique de ce polynucleotide. Voir 
Chee et al., Science (1996), Vol 274, pp 610-613. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation d'un 
polynucleotide conforme a I'invention pour effectuer un diagnostic genetique 

15 d'une maladie ou d'une resistance a une maladie liee a la presence, chez un ou 
plusieurs individus de la population humaine, de I'allele mutant code par le 
polymorphisme de type SNP fonctionnel conforme a invention. 

Ces maladies peuvent etre des deregiements et/ou des maladies 
humaines, tels que les differents cancers comme, par exemple, les carcinomes, 

20 les melanomes, les lymphomes, les leucemies et les cancers du foie, du cou, 
de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies 
metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire 
comme, par exemple, I'obesite, les maladies infectieuses comme les hepatites 
B et C et le SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du 

25 systeme nerveux central comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la 
schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la 
cicatrisation de blessures, I'anemie chez les patients dialyses, les allergies, 
Tasthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite 
rhumatoTde, la maladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 

30 les desordres gastro-intestinaux ou encore les desordres lies aux traitements 
par chimiotherapie. 
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De meme, la presence, I'absence et/ou la concentration de 
polypeptide selon [Invention peuvent aider au diagnostic d'une maladie, une 
indisposition ou un dereglement ou, au contraire, la resistance a une maladie, 
une indisposition ou un dereglement chez un sujet en prelevant un echantillon 

5 derive de ce sujet. 

[.'augmentation ou la diminution de I'expression du polypeptide 
peut etre mesuree en quantifiant le niveau d'ARN codant pour ce polypeptide, 
suivant les methodes bien connues de I'homrne du metier, par exemple, par 
PCR, RT-PCR, protection a I'ARNase, Northern blot, et autres methodes 

0 d'hybridation. 

II est egalement possible de determiner la concentration en 
polypeptides de ('invention presents dans un echantillon biologique du sujet par 
des methodes bien connues, par exemple, par radioimmunoessai, tests de 
liaisons competitives, Western blot et tests ELISA. 

15 

Medicaments et traitements des maladies 

Les polypeptides de I'invention possedent de tres interessantes 
proprietes pharmacologiques. lis sont notamment capables de se fixer sur le 
recepteur de l'IFNa-2 humain. 
20 Ces proprietes justifient I'utilisation d'un polypeptide conforme a 

Invention pour le traitement therapeutique du corps humain, c'est-a-dire a titre 
de medicament. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un medicament 
renfermant, a titre de principe actif, un polypeptide conforme a I'invention et en 
25 particulier un polypeptide comprenant la sequence ID SEQ N° 2, et plus 
particulierement encore, le polypeptide de sequence ID SEQ N° 2. 

Uinvention concerne encore rutilisation d'un polypeptide conforme 
a I'invention, pour la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au 
traitement de differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les 
30 differents cancers comme, par exemple, les carcinomes, les melanomes, les 
lymphomes, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, 
les maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui 
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ne sont pas liees au systeme immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les 
maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, 
les oolites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme, par 
exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de 
5 greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, Tanemie chez les 
patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, Posteoporose, 
le psoriasis, Tarthrite rhumatoTde, la . maladie de Crohn, les maladies et les 
desordres auto-immuns, les desordres gastro-intestinaux ou encore les 
desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

10 Certains des composes permettant d'obtenir le polypeptide 

conforme a I'invention ainsi que les composes obtenus ou identifies par ou a 
partir de ce polypeptide peuvent egalement etre utilises pour le traitement 
therapeutique du corps humain, c'est-a-dire a titre de medicament. 

C'est pourquoi la presente invention a aussi pour objet un 

15 medicament contenant, a titre de principe actif un polynucleotide conforme a 
('invention, un vecteur recombinant defini precedemment, une cellule hote 
definie precedemment, un anticorps defini precedemment et/ou un agent 
activateur et/ou inhibiteur d f un polypeptide conforme a Tinvention. 

L'invention concerne encore I'utilisation d'un polynucleotide 

20 conforme a l'invention, d'un vecteur recombinant defini precedemment, d'une 
cellule hdte definie precedemment, d'un anticorps defini precedemment et/ou 
un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide conforme a l'invention, pour 
la fabrication d'un medicament destinee a la prevention ou au traitement de 
differents dereglements et/ou maladies humaines, tels que les differents 

25 cancers comme, par exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, 
les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les 
maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne 
sont pas liees au systeme immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les 
maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, 

30 les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme, par 
exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de 
greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, I'anemie chez les 
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patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, 
le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les 
desordres auto-immuns, les desordres gastro-intestinaux ou encore les 
desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 
5 ' Le dosage d'un polypeptide et des autres composes de I'invention, 

utiles en tant que principe actif, depfend du choix du compose, du mode 
d'administration, de la nature de la formulation, de la nature du sujet et du 
jugement du medecin. 

Lorsqu'il est utilise comme principe actif, un polypeptide conforme 
10 a I'invention est generalement administre a des doses comprises entre 1 et 
100 |Ltg/kg du sujet. 

L'invention a aussi pour objet une composition pharmaceutique 
qui renferment au moins un compose precite, tel qu'un polypeptide conforme a 
1'invention, un polynucleotide conforme a ('invention, un vecteur recombinant 
15 defini precedemment, une cellule hote definie precedemment, un anticorps 
defini precedemment et/ou un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide 
conforme a I'invention, a titre de principe actif, ainsi qu'un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. 

Dans ces compositions pharmaceutiques, le principe actif est 
20 avantageusement present a des doses physiologiquement efficaces. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre, par exemple, 
solides ou liquides et se presenter sous les formes pharmaceutiques 
couramment utilisees en medecine humaine, comme par exemple les 
comprimes simples ou drageifies, les gelules, les granules, les caramels, les 
25 suppositoires et de preference les preparations injectables et les poudres pour 
injectables. Ces formes pharmaceutiques peuvent etre preparees selon les 
methodes usuelles. 

Le ou les principes actifs peuvent y etre incorpores a des 
excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, 
30 tels que le talc, la gomme arabique, le lactose, Tamidon, le dextrose, le glycerol, 
I'ethanol, le stearate de magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux 
ou non, les corps gras d'origine animate ou vegetale, les derives paraffiniques, 
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les glycols, les divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, les 
conservateurs. 

Le ou les principes actifs conforme a ('invention peuvent etre 
employes seul ou en combinaison avec d'autres composes, tels que des 
5 composes therapeutiques tels que d'autres IFNs a, voire d'autres cytokines 

comrne I'interleukine, par exemple. 

Les differentes formulations des compositions pharmaceutiques 
sont adaptees suivant le mode d'administration. 

Les compositions pharmaceutiques peuvent etre administrees par 
10 les differentes voies d'administration connues de I'homme du metier. 

L'invention a egalement pour objet une composition de diagnostic 
qui renferment au moins un compose! precite, tel qu'un polypeptide conforme a 
('invention, un polynucleotide conforme a l'invention, un vecteur recombinant 
defini precedemment, une cellule hote definie precedemment, un anticorps 
15 defini precedemment et/ou un agent activateur et/ou inhibiteur d'un polypeptide 
conforme a l'invention, a titre de principe actif, ainsi qu'un excipient approprie 
pharmaceutiquement acceptable. 

Les excipients appropries utilises dans la composition de 
diagnostic sont generalement des tampons et des conservateurs. 
20 La presente invention a egalement pour objet I'utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent activateur defini 
precedemment et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon l'invention, 

et/ou 

25 c) d'un polynucleotide selon l'invention, et/ou 

d) d'une cellule hote du sujet a traiter, definie precedemment, 

pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite 

chez un sujet, d'un polypeptide conforme a ('invention. 

Ainsi, pour traiter un sujet qui a besoin d'une augmentation de 

30 I'expression ou de I'activite d'un polypeptide de ['invention, plusieurs methodes 
sont possibles. 
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II est possible d'administrer au sujet une quantite 
therapeutiquement efficace d'un polypeptide de I'invention et/ou d'un agent 
activateur et/ou active tels que definis precedemment, eventuellement en 
combinaison, avec un excipient pharmaceutiquement acceptable. 
5 II est egalement possible d'augmenter la production endogene 

d'un polypeptide de I'invention par administration au sujet d'un polynucleotide 
selon rinvention. Par exemple, ce polynucleotide peut etre insere dans un 
vecteur retroviral d'expression. Un tel vecteur peut etre isole a partir de cellules 
ayant ete infectees par un vecteur de plasmide retroviral contenant de TARN 

10 codant pour le polypeptide de rinvention, de telle fa?on pour que les cellules 

< 

transduites produisent des particules virales infectieuses contenant le gene 
d'interet. Voir Gene Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic 
Approaches, Chapter 20, in Human Molecular Genetics, Strachan and Read, 
BIOS Scientifics Publishers Ltd (1996). 

15 II est egalement possible d'administrer au sujet des cellules hotes 

lui appartenant, ces cellules hotes ayant ete prelevees et modifiees, au 
prealable, de fafon a exprimer le polypeptide de I'invention, comme decrit 
precedemment. 

La presente invention concerne egalement Putilisation 

20 a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur defini 
precedemment, et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps immunospecifique 
defini precedemment, et/ou 

c) d f un polynucleotide permettant d f inhiber I'expression d'un polynucleotide 
25 conforme a I'invention, 

pour preparer un medicament destine a diminuer ('expression ou I'activite, chez 
un sujet, d'un polypeptide conforme a ('invention. 

Ainsi, il est possible d'administrer au sujet une quantite 
therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur et/ou d'un anticorps tels que 
30 definis precedemment, eventuellement en combinaison, avec un excipient 
pharmaceutiquement acceptable. . 
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II est egaiement possible de diminuer la production endogene d'un 
polypeptide de Tinvention par administration au sujet d'un polynucleotide 
complementaire conforme a 1'invention permettant d'inhiber ('expression d'un 
polynucleotide de 1'invention. 

5 

PARTI E EXPERIMENTAL^ 

Exemple 1 : Modelisation de la proteine codee par le polynucleotide de 
sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et de la proteine codee par la 
10 sequence nucleotidique du gene sauvaqe de reference 

Dans une premiere etape la structure tridimensionnelle de IFNa-2 
a ete construite a partir de celle de l'IFNa-2 humain dont la structure est 
disponible dans la base de donnees PDB (code 1ITF) et ce en utilisant le 
logiciel Modeler (MSI, San Diego, CA). 
15 Le fragment potypeptidique mature a ensuite ete modifie de facpon 

a reproduire la mutation observee. 

Un millier d'etapes de minimisations moleculaires ont ete 
conduites sur cette structure en utilisant les programmes AMBER et 
DISCOVER (MSI). 

20 Deux suites de calculs de dynamiques moleculaires ont ensuite 

ete effectuees avec le meme programme et les memes champs de forces. 

Dans chaque cas, 50000 etapes ont ete calculees a 300°K, 
terminees par 300 etapes d'equilibration. 

Le resultat de cette modelisation est visualise sur la Figure 1 . 

25 

Exemple 2 : Genotypage du polvmorphisme de type SNP conforme a 
rjnyention dans une population d'individus 

Le genotypage de SNPs est base sur le principe du 
minisequen?age dont le produit est detecte par une lecture de fluorescence 
30 polarisee. La technique consiste en un minisequengage fluorescent 
(Technologie FP-TDI ou Fluorescence Polarization Template-direct Dye- 
terminator Incorporation). 
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Le minisequengage consiste a allonger un oligonucleotide amorce, 
place juste en amont du site polymorphe, par des dideoxynucleotides 
fluoromarques a I'aide d'une enzyme polymerase. Le resultat de cet 
allongement est directement analyse par une lecture de fluorescence polarisee. 

5 

A) Protocole 

Le minisequencpage est realise sur un produit obtenu apres 
amplification par PCR a partir de I'ADN genomique de chaque individu de la 
population d'individus d'un fragment de sequence nucleotidique du IFNoc-2. 
10 Ce produit PCR est choisi pour couvrir la region genique 

contenant le polymorphisme de type SNP de Tinvention. Ensuite, on elimine les 
amorces de PCR et les dNTPs non incorpores avant de realiser le 
minisequenpage. Toutes ces etapes, ainsi que la lecture, sont realisees dans la 
meme plaque. 

15 Le genotypage requiert done 5 etapes : 

1) Amplification par PCR 

2) Purification du produit de PCR par digestion enzymatique 

3) Elongation de i'oligonucleotide amorce 

4) Lecture 

20 5) Interpretation de la lecture 

+ 

1) L'amplification PCR de la sequence nucleotidique du gene 
IFNa-2 qui couvre la region genique contenant le polymorphisme de type SNP 
fonctionnel conforme a I'invention est effectuee pour chaque individu de la 
25 population d'individus. 

La population d'individus est composee d'ADNs genomiques 
fournis par I'lnstitut Coriell aux Etats-Unis. 

Les 239 individus se repartissent comme suit : 
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POPULATION 


DESCRIPTION 


NOMBRE D'INDIVIDUS 


1 


Afro Americain 


50 


2 


Amerindien du Sud Ouest 


, — . — 

5 


3 


Sud Americain (Andes) 


10 


4 


Caribeen 


10 


5 


Caucasien 

r 


50 


6 


Chinois 


10 


7 


Grec 


8 


8 


Iberien 


10 


9 


Italien 


10 


10 


Japonais 


10 


11 


Mexicain 


10 


12 


Moyen-Orient 


20 


13 


Individus du Pacifique 


7 


14 


Indo-Pakistanais 


9 


15 


Sud Americain 


10 


16 


Asie du Sud 


10 



^amplification PCR est realisee a partir d'amorces que I'homme 
du metier peut facilement determiner a I'aide de la sequence nucleotidique ID 
SEQ N°1. 

5 Les amorces sont les suivantes : ID SEQ N° 4 et ID SEQ N° 5 

Ces sequences nucleotidiques permettent d'amplifier un fragment 
d'une longueur de 655 nucleotides, du nucleotide 470 au nucleotide 1124 de la 
sequence nucleotidique ID SEQ N 1. 

Les amplifiats PCR serviront de matrice pour ia reaction de 
10 minisequengage. 

Le volume reactionnel est de 5 pi par echantillon comme decrit 
dans le tableau suivant : 



1 er depot 

r 



• 



32 



I 

Fournisseur 


Reference 


React if 


Cone. 
Initiate 


Vol. par 
tube ( pi) 


Cone, 
finale 


Life Technologie 


Livre avec Taq 


Tampon (X) 


10 


0,5 


1 


Life Technologie 


Livre avec Taq 


MgS0 4 (mM) 


50 


0,2 


2 


AP Biotech 


27-2035-03 


dNTPs (mM) 


10 


0,1 


0,2 




5>ur demand© 


Amorce F ( uM) 

* 

ID SEQ N° 4 


10 


0,1 


0 2 




Sur demande 


AmorceR (mM) 
ID SEQ N° 5 


10 


0,1 


0,2 


Life Technologie 

> 


11304-029 


Taq platinium 


5U/ Ml 


0,02 


0,1 U/ 
reaction 






H 2 0 


Qsp 5 Ml 


1,98 








ADN 


2,5 ng/ Ml 


2 


5 ng/ 
reaction 






Volume total 




5 Ml 





Ces reactifs sont distribues dans une plaque PCR noire a 384 
puits fournie par ABGene (ref :TF-0384-k). Une fois remplie, la plaque est 
scellee, centrifugee puis placee dans un thermocycleur pour plaque 384 (Tetrad 
5 de MJ Research) et subit Tincubation suivante : Cycles de PCR : 1 min a 94° C, 
suivi de 36 cycles composes de 3 etapes (15 sec. a 94° C, 30 sec. a 56° C, 
1 min. a 68° C). 

2) La PCR est ensuite purifiee a Taide de deux enzymes que 
10 sont la phosphatase alcaline de crevette (ou Shrimp Alkaline Phosphatase 
SAP) et Texonuclease I (Exo I). La premiere de ces enzymes permet la 
dephosphorylation des dNTPs non incorpores au cours de la PCR, tandis que 
la seconde elimine les residus simple brin d'ADN et done les amorces non 
utilisees au cours de la PCR. Cette digestion se fait par addition dans la plaque 
15 de PCR d'un melange reactionnel de 5 pi par echantillon prepare comme decrit 
dans le tableau suivant : 
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Fournisseur 

• 


Reference 


Reactif 


Cone, 
initiaie 


Vol. par 

t,,U A / ..IV 

tuoe ( pi) 


Cone, 
finale 


AP Biotech 


E70092X 


SAP 


1 U/ Ml 


0,5 


0,5/ 
reaction 


AP Biotech 

r 


070073Z 


Exo I 


10 U/jjI 


0,1 


1/ 

* * • 

reaction 


AP Biotech 


Fourni 
avec SAP 


Tampon 
SAP (X) 


10 


0,5 


1 






H 2 Q 


Qsp 5 \s\ 


3,9 




# 




PCR 




5 Ml 








Vol total 




10 pi 





Une fois remplie, la plaque est scellee, centrifugee puis placee 
dans un thermbcycleur pour plaqUe 384 puits (Tetrad de MJ Research) et subit 
rincubation suivante : Digestion SAP-EXO : 45 min a 37° C, 15 min a 80° C. 

3) L'etape d'elongation ou de minisequengage est ensuite 
realisee sur ce produit de PCR digere, par addition d'un melange reactionnel de 
5 pL par echantillon prepare comme indique dans le tableau suivant : 



< 
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Fournisseur 


Reference 


Reactif 


Cone. 
Initiate 


Vol. par 
tube 

(MD 


Cone, 
finale 


Propre 
preparation 




Tampon Elongation' 
(X) 


5 


1 


1 


Life 
Technologies 


Sur demande 


Amorce Miniseq 
(MM) 
A ou B 


10 


0,5 


1 


AP Biotech 


27-2051 
(61,71 ,81)-01 


ddNTPs^ ( pM) 
2 non marques . 


2 , 5 
de chaque 


025 

\~r \_y 


0,125 
de chaque 


NEN 


Nel 472/5 
et Nel 492/5 


ddNTPs* ( mM) 

2 marques 
Tamra et R110 


2,5 
de chaque 


0,25 


0,125 
de chaque 


AP Biotech 


E79000Z 


Thermo-sequenase 


3,2 U/ Ml 


0,125 


0,4 U/ 
reaction 






H20 


Qsp 5 Mi 


3,125 








PCR digpree 




10 Ml 








Vol total 




15 Ml 





Le tampon elongation : Le tampon elongation 5X est compost de Tris-HCI pH 9 a 250 mM, de 
KCI a 250 mM, de NaCl & 25 mM, de MgCI 2 a 10 mM et de glycerol a 40 %. 
ddNTPs : Pour les ddNTPs, un melange des 4 bases est realise en fonction du polymorphisme 
5 etudie. Seulement les 2 bases d'interets (G/ A) composant le polymorphisme de type SNP 

fonctionnel portent un marquage, soit en Tamra, soit en R110. Le melange de ddNTPs est 
compose de : 

- 2,5 pM de ddCTP non marque, 

- 2,5 pM de ddTTP non marque, 

10 - 2,5 pM de ddGTP (1,825pM de ddGTP non marque et 0,625 pM de ddGTP marque au 

Tamra), 

- 2,5 pM de ddATP (1,825 pM de ddATP non marque et 0,625 pM de ddATP marque au R110). 

Une fois rempiie, la plaque est scellee, centrifugee puis placee 
15 dans un thermocycleur pour plaque 384 puits (Tetrad de MJ Research) et subit 
I'incubation suivante : Cycles d'elongation : 1 min. a 93° C, suivi de 35 cycles 
composes de 2 etapes (10 sec. a 93° C, 30 sec. a 55° C). 

Apres la derniere etape dans le thermocycleur, la plaque est 
directement placee sur un lecteur de fluorescence polarisee de type 
20 Analyst® HT de LJL Biosystems Inc.. La plaque est lue a I'aide du logiciel 
Criterion Host® en utilisant deux methodes. La premiere permet de lire la base 
marquee en Tamra en utilisant les filtres d'excitation et d'emission specifiques 
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de ce fluorophore (excitation 550-10 nm, emission 580-10 nm) et la seconde 
permet de lire la base marquee en R110 en utilisant les filtres d'excitation et 
d'emission specifiques de ce fluorophore (excitation 490-10 nm, emission 520- 
10 nm). Dans les deux cas, un miroir double dichroTque (R110/Tamra) est 
5 utilise et les autres parametres de lecture sont : 
Z-height : 1,5 mm 
Attenuator : out 

Temps d'integration : 100,000 psec. 
Raw data units : counts/sec 
1 0 Switch polarization : by well 
Plate settling time : 0 msec 
PMT setup : Smart Read (+), sensitivity 2 
Dynamic polarizer : emission 
Static polarizer : S 

15 Un fichier resultat est alors obtenu contenant fes valeurs calculees 

de mP pour le filtre Tamra et celle pour le filtre R110. Ces valeurs de mP sont 
calculees a partir des valeurs d'intensite obtenues sur le plan parallele(//) et sur 
le plan perpendiculaire (J_) d'apres la formule suivante : 

mP =1000(// - g±)/(// + gJ_). 

20 Dans ce calcul, la valeur sur le filtre ± est ponderee d'un facteur g. 

Celui-ci est un parametre machine qui doit etre determine prealablement 
experimentalement 



4) et 5) Interpretation de la lecture et determination des 

25 genotypes. 

Les valeurs de mP sont reportees sur un graphe a Taide du 
logiciel Excel de Microsoft Inc., et/ou du logiciel Allele Caller® developpe par 
LJL Biosystems Inc. 

En abscisse est indiquee la valeur de mP de la base marquee au 
30 Tamra, en ordonnee est indiquee la valeur de mP de la base marquee au R110. 
Une forte valeur de mP indique que la base marquee avec ce fluorophore est 
incorporee et, inversement, une faible valeur de mP revele I'absence 
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d' incorporation de cette base. 

On obtient jusqu'a trots groupes homogenes de sequences 
nucleotidiques ayant des genotypes differents, comme indique dans la Figure 2. 

Utilisation du logiciel Allele Caller® permet, une fois le reperage 
5 des differents groupes realise, d'extraire directement le genotype defini pour 
chaque individu sous forme d'un tableau. 

Les sequences des deux amorces de minisequengage 
necessaires pour le genotypage ont ete determinees. Ces amorces sont 
selectionnees pour correspondre a une vingtaine voire une trentaine de 
10 .nucleotides places juste en amont du site polymorphe. Du fait que le produit de 
PGR contenant un SNP est un produit d'ADN double brin, le genotypage peut 
done se faire soit sur le brin sens soit sur le brin antisens. Les amorces 
selectionnees sont fabriquees par Life Technologies Inc. 

Les amorces du minisequengage sont les suivantes : 
1 5 Amorce sens : (A) : gttgtcagagcagaaatcat 
Amorce antisens : (B) : gttgacaaagaaaaagatct 

Le minisequengage du polymorphisme de type SNP g 1023a a 
d'abord ete valide sur 16 echantillons, puis genotype sur I'ensemble de la 
population d'individus composee de 239 individus et 7 blancs. 
20 Conditions de minisequengage testees : 

Condition N° 1 : 

Amorce sens + ddGTP-R1 10 + ddATP-Tamra 
Condition N° 2 : 

Amorce sens + ddATP-R1 10 + ddGTP-Tamra 
25 Condition N° 3 : 

Amorce antisens + ddCTP-R1 10 + ddTTP-Tamra 
Condition N° 4 : 

Amorce antisens + ddTTP-R110 + ddCTP-Tamra 

Ces 4 conditions ont ete testees et la condition N° 2 a ete retenue 
30 pour le genotypage. 
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B) Resultats 

Apres la realisation complete du processus de genotypage, la 
determination des genotypes des individus de la population d'individus pour la 
SNP fonctionnel etudie ici a ete realisee a I'aide du graphe represents sur la 
5 Figure 2. 

Ce genotype est en theorie soit homozygote GG, soit 
heterozygote GA, soit homozygote AA chez les individus testes. En realite et 
comme montre ci-dessous, le genotype homozygote AA n'est pas detecte dans 
la population d'individus. 
10 Les resultats des controles, de la repartition des genotypes 

determines dans la population d'individus et le caicul des differentes frequences 
alleliques pour ce polymorphisme de type SNP fonctionnel sont presentes dans 
les tableaux suivants : 



Nombre d'individus 


Nornbre de blanc 


Pourcentage de 
reussite 


testes 


genotypes 


testes 


valides 


239 


238 


7 


7 


99,6 
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Dans le tableau ci-dessus, 
N represente le nombre d'individus, 

% represente le pourcentage d'individus dans la sous-population specifique, 
la frequence allelique represente le pourcentage de Tallele mute dans la sous- 
5 population specifique, 

95 % IC represente I'intervalle minimal et maximal de confiance a 95 %. 

En examinant ces resultats par population, on constate que le seul 
individu heterozygote est issu de la sous-population caribeenne de la 
population d'individus. 

10 

Exemple 3 : Etude de la fonction bioloqique de lFNa-2 mutant M171 I 
comparee a celle de l'lFNg-2 sauvage 

1) Clonaqe des IFNs g-2 sauvaqe et mute (M171I) dans le vecteur 
15 d'expression procarvote pTrc/His-topo: 

La sequence nucleotidique codant pour l'IFNa-2 sauvage ou mute 
est amplifiee par PCR, comme il est mentionne dans le genotypage de 
Pexemple 2. 

Ces produits PCR sont inseres dans le vecteur d'expression 
20 procaryote pTrc/His-Topo sous le controle du promoteur hybride Trc inductible 
par TIPTG (Iso-Propyl-Thio-Galactoside) par TOPO™-c/on/ng (Invitrogen 
Corp.). 

Ce vecteur permet Texpression heterologue de proteines 
eucaryotes dans la bacterie grace a la presence d'une unite mini-cistronique. 

25 La proteine sauvage et la proteine mutee sont produites sous 

forme de proteines de fusion portant une extension en N-terminal constitute 
d'une queue 6-histidines et de I'epitope pour un anticorps specifique. 

II est possible de diver cette region additionnelle en utilisant 
I'endoprotease Enterokinase. 

30 Apres verification de la sequence nucleotidique de la region du 

vecteur codant pour les proteines recombinantes, la souche d'E.coli Top 10 
(Invitrogen) est transformee avec ces vecteurs d'expression recombinants. 
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2) Expression heteroloque chez E: Coli et purification des proteines de 
fusion lFNot-2 sauvaqe et mutee M1711 poly-histidine : 

Deux pre-cultures saturantes de 100 ml de milieu LBA (Luria 
5 Bertoni + ampicilline 100 pg/ml), contenant respectivement un clone codant 
pour riFNa-2 sauvage et pour l'IFNa-2 M171I, ont ete realisees pendant une 
nuit a 37°C a une agitation de 200 rpm puis ont ete utilisees pour ensemencer 
au 1/10 900 ml de milieu LBA (pre-incube la nuit a 37° c ). 

Lorsque cette seconde culture atteint une densite cellulaire 
10 ( correspondant a une densite optique D.0 6 oonm de 0,8, ['expression de la 
proteine poly-histidine est induite par I'ajout d'IPTG a une concentration finale 
de 1 mM et est maintenue pendant 5 heures a 30°C avec une agitation de la 
culture a 200 rpm. 

Le culot de bacteries obtenu apres centrifugation a 4000 x g, 
15 30 min, 4° c , est resuspendu dans 25 ml de tampon A (Tris 50 mM, pH 8, NaCI 
50 mM, imidazole 10 mM, PMSF 0,1 mM pH 8). 

Une pre-incubation de 30 min dans la glace en presence de 0,5 
mg/ml de lysozyme et de 20 unites de DNAse I precede une sonication realisee 
en trois etapes avec controle de la temperature de I'echantiilon (une etape a 
20 delivre 240 Watt par impulsion de 10 sec avec 10 sec d'arret et ce pendant 1 
min). La suspension cellulaire est ensuite clarifiee par centrifugation a 15000 x 
g pendant 30 minutes, a 4°C. 

Le surnageant de centrifugation est ensuite filtre sur 0,22 

micrometre. 

25 Les proteines poly-histidines presentes sont alors purifiees par 

HPLC sur resine HiTrap™ Nickel Affinity (Amersham Pharmacia Biotech) 
prealablement equilibree en 50 mM Tris, 300 mM NaCI pH 8,0 (Tampon B). 
Apres avoir lave abondamment la colonne avec 1 M NaCI dans 50 mM Tris pH 
8,0, Telution des proteines a ete induite par un gradient lineaire d'imidazole 

30 entre des concentrations de 0,01-0,25 M dans le tampon B. 

La presence de la proteine poly-histidine dans les fractions 
collectees est verifiee d'une part par electrophorese de type SDS PAGE et 
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d'autre part par immunodetection a Paide d'un anticorps specifique dirige 
contre Pextremite N-terminale de la proteine de fusion. 

A ce stade, la proteine d'interet est pure a hauteur de 80%. 

La derniere etape de la purification consiste en une separation des 
5 proteines sur colonne de chromatographic d'echange d'ions. 

Les fractions contenant la proteine de fusion sont injectees sur 
une colonne echangeuse d'anions (MiniQ PE 4,6/50, Pharmacia) prealablement 
equilibree en tampon Tris 50 mM pH 8. L'elution des proteines est realisee par 
le passage d'un gradient de NaCI entre 0 et 500 mM dans le tampon Tris 
10 50 mM pH 8. 

La purete de la proteine d'interet est estimee sur gel SDS/PAGE 
et les concentrations en proteine ont ete mesurees par dosage BCA (acide 
bicinchoninique et sulfate de cuivre, Sigma). 

Les proteines IFNa-2 sauvage et mutee purifiees contenant 
15 Pextremite poly-histidine en N-terminal sont utilisees lors des tests fonctionnels 
qui consistent en une mesure de Tactivite anti-proiiferative de ces deux formes 
de riFNa-2 sur la croissance de la lignee cellulaire de type Daudi. 

3. Evaluation de la capacite de l'lFNa-2 sauvage et mute M171I a induire 
20 ranti-proliferation des cellules de lymphoblastes humains de la lignee cellulaire 
Daudi Burkitf s 

Ces tests sont effectues sur deux types d'IFNs a-2 differents a 
savoir : l'IFNa-2 non mute et TIFNa-2 M171I. Des cellules (lymphoblastes 
humains de la lignee cellulaire Daudi Burkitt's) prealablement cultivees dans du 
25 milieu RPMI 1640 (supplements avec 10% de Serum de Veau Foetal et 2 mM 
de L-Glutamine) sont ensemencees en plaque 96 puits a la densite cellulaire de 
4 10 4 cellules/ puits. 

Pour chacun des IFNs, des concentrations finales de 0,003 pM a 
600 nM sont testees. 

30 Huit cultures et done mesures differentes sont faites en parallele 

pour les deux proteines et ceci pour chaque concentration. 

Les cellules Daudi sont ensuite cultivees pendant 66 heures a 
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37°C sous 5% C0 2 . 

Apres les 66 heures de croissance, I'effet anti-proliferatif de 
chaque IFNa-2 est estime par le nombre de cellules vivantes presentant encore 
une activite des deshydrogenases mitochondriales. L'activite de ces 
5 deshydrogenases peut etre detectee en presence de 12 mM de MTT (incube 4 
heures a 37°C), par le suivi de la densite optique a 550 nm correspondant a la 
formation de cristaux de formazan issus du clivage du sel de tetrazolium MTT. 

L'activite d'anti-proliferation de l'IFNa-2 sauvage ou mutee M171I 
est basee sur les mesures de TIC 50, correspondant a la concentration en 
10 IFNa-2 inhibant 50 % la croissance cellulaire. 

Les resultats obtenus sont illustres sur la Figure 3. 

Les points de mesure pour chaque concentration de proteine 
sauvage et mutee (M171I) representes sur le graphe sont la moyenne pour 
chaque des quatre mesures prises sur les quatre cultures faites en parallele 
15 pour chacune des proteines et des concentrations. 

Ce test permet d'observer que l'activite anti-proliferative cellulaire 
est fortement inhibee dans le cas de NFNa-2 mute M171I par rapport a l'IFNa-2 

sauvage. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> Genodyssee 

<120> Nouveaux polynucleotides comportant chacun un seul 

polymorphisme de type SNP fonctionnel dans la sequence 
nucleotidique du gene INF alpha 2 humain ainsi que de 
nouveaux polypeptides codes par ces polynucleotides 
et leurs utilisations therapeut iques . 

<130> M171I 

<140> 
<141> 

<160> 5 



<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 

<211> 1733 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<4O0> 1 

gcgcctctta tgtacccaca. aaaatctatt ttcaaaaaag ttgctctaag aatatagtta 60 

tcaagttaag taaaatgtca atagcctttt aatttaattt ttaattgttt tatcattctt 120 

tgcaataata aaacattaac tttatacttt ttaatttaat gtatagaata gagatataca 180 

taggatatgt aaatagatac acagtgtata tgtgattaaa atataatggg agattcaatc 240 

agaaaaaagt ttctaaaaag gctctggggt aaaagaggaa ggaaacaata atgaaaaaaa 300 

tgtggtgaga aaaacagctg aaaacccatg taaagagtgt ataaagaaag caaaaagaga 360 

agtagaaagt aacacagggg catttggaaa atgtaaacga gtatgttccc tatttaaggc 420 

taggcacaaa gcaaggtctt cagagaacct ggagcctaag gtttaggctc acccatttca 480 

accagtctag cagcatctgc aacatctaca atggccttga cctttgcttt actggtggcc 540 

ctcctggtgc tcagctgcaa gtcaagctgc tctgtgggct gtgatctgcc tcaaacccac 600 

agcctgggta gcaggaggac cttgatgctc ctggcacaga tgaggagaat ctctcttttc 660 

tcctgcttga aggacagaca tgactttgga tttccccagg aggagtttgg caaccagttc 720 

caaaaggctg aaaccatccc tgtcctccat gagatgatcc agcagatctt caatctcttc 780 

agcacaaagg actcatctgc tgcttgggat gagaccctcc tagacaaatt ctacactgaa 840 

ctctaccagc agctgaatga cctggaagcc tgtgtgatac agggggtggg ggtgacagag 900 

actcccctga tgaaggagga ctccattctg gctgtgagga aatacttcca aagaatcact 960 

ctctatctga aagagaagaa atacagccct tgtgcctggg aggttgtcag agcagaaatc 1020 

ataagatctt tttctttgtc aacaaacttg caagaaagtt taagaagtaa ggaatgaaaa 1080 

ctggttcaac atggaaatga ttttcattga ttcgtatgcc agctcacctt tttatgatct 1140 

gccatttcaa agactcatgt ttctgctatg accatgacac gatttaaatc ttttcaaatg 1200 

tttttaggag tattaatcaa cattgtattc agctcttaag gcactagtcc cttacagagg 1260 

accatgctga ctgatccatt atctatttaa atatttttaa aatattattt atttaactat 1320 

ttataaaaca acttattttt gttcatatta tgtcatgtgc acctttgcac agtggttaat 1380 

gtaataaaat gtgttctttg tatttggtaa atttattttg tgttgttcat tgaacttttg 1440 

ctatggaact tttgtacttg tttattcttt aaaatgaaat tccaagccta attgtgcaac 1500 

ctgattacag aataactggt acacttcatt tgtccatcaa tattatattc aagatataag 1560 

taaaaataaa ctttctgtaa accaagttgt atgttgtact caagataaca gggtgaacct 1620 

aacaaataca attctgctct cttgtgtatt tgatttttgt atgaaaaaaa ctaaaaatgg 1680 

taatcatact taattatcag ttatggtaaa tggtatgaag agaagaagga acg 1733 
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<210> 2 

<211> 188 .; 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens. 
<400> 2 

Met Ala Leu Thr Phe Ala Leu Leu Val Ala Leu Leu Val Leu Ser Cys 
1 5 * 10 15 

Lys Ser Ser Cys Ser Val Gly Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu 

20 25 '. . 30 

» 

Gly Ser Arg Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala Gin Met Arg Arg lie Ser 
35 4 0 4 5 

Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu 
50 55 ■ 60 

Glu Phe Gly Asn Gin Phe Gin Lys Ala Glu Thr lie Pro Val Leu His 
65 70 75 80 

Glu Met lie Gin Gin lie Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser 

85 90 95 

Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr 

100 105 110 

Gin Gin Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val lie Gin Gly Val Gly Val 
115 120 125 

Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys Glu Asp Ser lie Leu Ala Val Arg Lys 
130 135 140 

Tyr Phe Gin Arg lie Thr Leu Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro 
145 150 155 160 

Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu lie lie Arg Ser Phe Ser Leu 

165 170 17 5 



Ser Thr Asn Leu Gin Glu Ser Leu Arg 

180 185 



Ser Lys Glu 



<210> 3 
<2il> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 3 

agcagaaatc ataagatctt 



20 



<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 4 

cacccatttc aaccagtcta 



20 
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<210> 5 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Homo 



sapiens 



<400> 5 

agctggcata cgaatcaat 



19 
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REVENPICATIONS 

1 . Polynucleotide isole comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
5 nucleotidique ID SEQ N° 1 et ayant la meme, ou pratiquement la meme 

fonctionnalite que la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1, 

b) une sequence nucleotidique ayant au mdins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et ayant la 
meme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence 

10 nucleotidique ID SEQ N° 1, ou 

c) une sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique 
sous a) ou sous b). 

2. Polynucleotide isole comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
15 nucleotidique ID SEQ N° 1 et comportant la sequence nucleotidique ID SEQ 

N° 3, 

b) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et 
comportant la sequence nucleotidique ID SEQ N° 3, ou 

20 c) une sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique 
sous a) ou sous b). 

3. Polynucleotide isole, comprenant : 

a) la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 , 

b) la sequence nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ 
25 N°1,ou 

c) la sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique sous 
a) ou b). 

4. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il consiste en la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 ou 

30 sa sequence codante. 

5. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'il code pour un polypeptide comprenant : 

* .-. ' . , . i «t * * *• 
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a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comprenant les acides amines compris entre 
24 et 188 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. 

6. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'ADN ou d'ARN. 

7. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 6, pour identifier, hybrider et/ou amplifier 
tout ou partie d'un polynucleotide comportant le polymorphisme de type SNP 
g1023adugenelFNa-2. 

8. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 6, comme outil de genotypage. 

9. Procede de determination de la frequence du polymorphisme 
de type SNP d'un polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 
6, dans lequel on procede a un genotypage chez un individu ou dans une 
population d'individus. 

10. Procede de determination selon la revendication 9, dans 
lequel le genotypage est effectue par minisequengage. 

11. Procede de determination selon la revendication 10, dans 
lequel le minisequengage est realise avec les amorces sens et antisens 
correspondant respectivement aux sequences nucleotidique ID SEQ N° 4 et ID 
SEQ N° 5. 

12. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, pour la recherche d'une variation de sequence dans la 
sequence nucleotidique du gene IFNa-2 chez un individu. 

13. Vecteur recombinant comprenant un polynucleotide selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 6. 

14. Cellule hote comprenant un vecteur recombinant selon la 
revendication 13. 

15. Procede de preparation d'un polypeptide, caracterise en ce 
qu'une cellule hote selon la revendication 14 est cultivee et ledit polypeptide est 
isole du milieu de culture. 

16. Polypeptide isole comprenant : 
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a) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite avec la 
sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 et ayant la meme ou pratiquement 
la meme fonctionnalite que la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite avec la 
5 sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 24 

et 188 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 et ayant la meme ou 
pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence d'acides amines ID 
SEQ N° 2. ' 

17. Polypeptide isele caracterise en ce qu'il comprend la 
10 sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou la sequence d'acides amines 

comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence d'acides 

* 

amines ID SEQ N° 2. 

18. Polypeptide selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il 
consiste en la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou la sequence d'acides 

15 amines comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence 
d'acides amines ID SEQ N° 2. 

19. Procede d'obtention d'un anticorps immunospecifique, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par immunisation d'un animal avec un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 

20 20. Anticorps immunospecifique pour un polypeptide selon Tune 

quelconque des revendications 16 a 18. 

21. Procede d'identification d'un agent activateur ou inhibiteur d'un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 14 avec un agent 
25 a tester, et 

b) la determination de Peffet activateur ou inhibiteur genere par I'agent a tester. 

22. Methode pour ridentification d'un agent active ou inhibe par un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 14 avec un agent 
30 a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par un polypeptide 
sur I'agent a tester. 
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REVENPICATIONS 

1 . Polynucleotide isole comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique ID, SEQ N° 1 et ayant la meme, ou pratiquement la meme 
fonctionnalite que la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1, 

b) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et ayant la 
meme, ou pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence 
nucleotidique ID SEQ N° 1 , ou 

c) une sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique 

sous a) ou sous b). 

2. Polynucleotide isole comprenant : 

a) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique ID SEQ N° 1 et comportant la sequence nucleotidique ID SEQ 
N° 3, 

b) une sequence nucleotidique ayant au moins 80 % d'identite avec la sequence 
nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1 et 
comportant la sequence nucleotidique ID SEQ N° 3, ou 

c) une sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique 

sous a) ou sous b). 

3. Polynucleotide isole, comprenant : 

a) la sequence nucleotidique ID SEQ N° 1, 

b) la sequence nucleotidique codante de la sequence nucleotidique ID SEQ 
N° 1 , ou i 

c) la sequence nucleotidique complementaire a la sequence nucleotidique sous 
a) ou b). 

4. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il consiste en la sequence nucleotidique ID SEQ NT 1 ou 

sa sequence codante. 

5. Polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce qu'il code pour un polypeptide comprenant : 
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23. Precede de detection de I'expression et/ou de I'activite d'un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 16 a 18, comprenant": 

a) la detection de la presence ou de I'absence d'un polynucleotide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 6 dans le genome du sujet, et/ou 

b) la detection de la presence, de ('absence et/ou d'une concentration 
predetermine d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 16 
a 18, dans un echantillon biologique du. sujet. 

24. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polypeptide selon I'une quelconque des revendications 16 a 18. 

25. Utilisation d'un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 16 a 18, pour la preparation d'un medicament destine a la 
prevention ou le traitement de I'une des maladies choisies dans le groupe 
constitue par les cancers comme, par exemple, les carcinomes, les 
melanomes, les lymphomes, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la 
tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques 
telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire comme, par 
exemple, I'obesite, les maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le 
SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux 
central comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la 
depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de 
blessures, I'anemie chez les patients dialyses, les allergies, Tasthme, les 
scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie 
de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, les desordres gastro- 
intestinaux et les desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

26. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polynucleotide selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, un vecteur 
recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la revendication 
14 et/ou un anticorps selon la revendication 20. 

27. Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, d'un vecteur recombinant selon la revendication 13, d'une 
cellule hote selon la revendication 14 et/ou d'un anticorps selon la revendication 
20, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou le 
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a) la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) la sequence d'acides amines comprenant les acides amines compris entre 
24 et 188 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2. 

6. Polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
5 caracterise en ce qu'il comprend une molecule d'ADN ou d'ARN. 

7. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 6, pour identifier, hybrider et/ou amplifier 
tout ou partie d'un polynucleotide comportant le polymorphisme de type SNP 
g1023a du gene IFNa-2. 

10 8. Utilisation de tout ou partie d'un polynucleotide selon Tune 

quelconque des revendications 1 a 6, comme outil de genotypage. 

9. Procede de determination de la frequence du polymorphisme 
de type SNP d'un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 
6, dans lequel on procede a un genotypage chez un individu ou dans une 

15 population d'individus. 

10. Procede de determination selon la revendication 9, dans 
lequel le genotypage est effectue par minisequengage. 

11. Procede de determination selon la revendication 10, dans 
lequel le minisequengage est realise avec les amorces sens et antisens 

20 correspondant respectivement aux sequences nucleotidique ID SEQ N° 4 et ID 
SEQ N° 5. 

12. Utilisation d'un polynucleotide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, pour la recherche d'une variation de sequence dans la 
sequence nucleotidique du gene IFNa-2 chez un individu. 

25 13. Vecteur recombinant comprenant un polynucleotide selon 

I'une quelconque des revendications 1 a 6. 

14. Cellule hote comprenant un vecteur recombinant selon la 
revendication 13. 

15. Procede de preparation d'un polypeptide, caracterise en ce 
30 qu'une cellule hote selon la revendication 14 est cultivee et ledit polypeptide est 

isoie du milieu de culture. 

16. Polypeptide isole comprenant : 
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traitement de rune des maladies choisies dans le groupe constitue par les 
cancers comme, par exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphornes, 
les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les 
maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques telles que celles qui ne 
5 sont pas liees au systeme immunitaire comme, par exemple, I'obesite, les 
maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, 
les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux central comme, par 
exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenic et la depression, le rejet de 
greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de blessures, Tanemie chez les 

10 patients dialyses, les allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, 
le psoriasis, I'arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, les maladies et les 
desordres auto-immuns, les desordres gastro-intestinaux et les desordres lies 
aux traitements par chimiotherapie. 

28. Composition pharmaceutique renfermant a titre de principe 

15 actif au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 
18, un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, un 
vecteur recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la 
revendication 14 et/ou un anticorps selon la revendication 20, ainsi qu'un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 

20 29. Composition de diagnostic renfermant a titre de principe actif 

au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, un 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, un vecteur 
recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la revendication 
14 et/ou un anticorps selon la revendication 20, ainsi qu'un excipient approprie 

25 pharmaceutiquement acceptable. 

30. Utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 16 a 18, et/ou 

b) d'un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, et/ou 

30 c) d'une cellule hote selon la revendication 14, cette cellule provenant du sujet a 
traiter, 

pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite d'un 
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a) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite avec la 
sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 et ayant la meme ou pratiquement 
la meme fonctionnalite que la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou 

b) une sequence d'acides amines ayant au moins 80 % d'identite avec la 
5 sequence d'acides amines comportant les acides amines compris entre 24 

et 188 de la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 et ayant la meme ou 
pratiquement la meme fonctionnalite que la sequence d'acides amines ID 
SEQ N° 2. 

17. Polypeptide isole caracterise en ce qu'il comprend la 
10 sequence d'acides amines ID SEQ N° 2, ou la sequence d'acides amines 

comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence d'acides 
amines ID SEQ N° 2. 

18. Polypeptide selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il 
consiste en la sequence d'acides amines ID SEQ N° 2 ou la sequence d'acides 

15 amines comportant les acides amines compris entre 24 et 188 de la sequence 
d'acides amines ID SEQ N° 2. 

19. Procede d'obtention d'un anticorps immunospecifique, 
caracterise en ce qu'il est obtenu par immunisation d'un animal avec un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 

20 20. Anticorps immunospecifique pour .un polypeptide selon Tune 

quelconque des revendications 16 a 18. 

21 . Procede d'identification d'un agent activateur ou inhibiteur d'un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules botes selon la revendication 14 avec un agent 
25 a tester, et 

b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par I'agent a tester. 

22. Agent activateur ou inhibiteur, caracterise en ce qu'il est 
susceptible d'etre identifie par la methode selon la revendication 21. 

23. Methode pour Identification d'un agent active ou inhibe par un 
30 polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, comprenant : 

a) la mise en presence de cellules hotes selon la revendication 14 avec un agent 
a tester, et 
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polypeptide chez un sujet selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 

31 . Utilisation 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps selon la 
revendication 20, et/ou 

b) d'un polynucleotide permettant d'inhiber I'expression d'un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6, 

pour preparer un medicament destine a diminuer ('expression ou I'activite d'un 
polypeptide chez un sujet selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 
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b) la determination de I'effet activateur ou inhibiteur genere par un polypeptide 
sur I'agent a tester. 

24. Agent active ou inhibe, caracterise en ce qu'il est susceptible 
d'etre identifie par la methode selon la revendication 23. 
5 25. Procede de detection de I'expression et/ou de I'activite d'un 

polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, comprenant : 

a) la detection de la presence ou de Tabsence d'un polynucleotide selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 6 dans le genome du sujet, et/ou 

b) la detection de la presence, de I'absence et/ou d'une concentration 
10 predeterminee d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 

a 18, dans un echantillon biologique du sujet. 

26. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 

27. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des 
15 revendications 16 a 18, pour la preparation d'un medicament destine a la 

prevention ou le traitement de Tune des maladies choisies dans le groupe 
constitue par les cancers comme, par exemple, les carcinomes, les 
melanomes, les lymphomes, les leucemies et les cancers du foie, du cou, de la 
tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, les maladies metaboliques 

20 telles que celles qui ne sont pas liees au systeme immunitaire comme, par 
exemple, I'obesite, les maladies infectieuses comme les hepatites B et C et le 
SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les maladies du systeme nerveux 
central comme, par exemple, la maladie d'Alzheimer, la schizophrenie et la 
depression, le rejet de greffe de tissus ou d'organes, la cicatrisation de 

25 blessures, I'anemie chez les patients dialyses, les allergies, I'asthme, les 
scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, I'arthrite rhumatoTde, la maladie 
de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, les desordres gastro- 
intestinaux et les desordres lies aux traitements par chimiotherapie. 

28. Medicament comprenant a titre de principe actif au moins un 
30 polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, un vecteur 

recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la revendication 
14, un anticorps selon la revendication 20 et/ou un agent activateur et/ou 
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inhibiteur selon la revendication 22. 

29. Utilisation d'un polynucleotide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, d'un vecteur recombinant selon la revendication 13, d'une 
cellule hote selon la revendication 14, d'un anticorps selon la revendication 20 
5 et/ou d'un agent activateur et/ou inhibiteur selon la revendication 22, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention ou le traitement de Tune 
des maladies choisies dans le groupe constitue par les cancers comme, par 
exemple, les carcinomes, les melanomes, les lymphomes, les leucemies et les 
cancers du foie, du cou, de la tete et des reins, les maladies cardiovasculaires, 

10 les maladies metaboliques telles que celles qui ne sont pas liees au systeme 
immunitaire comme, par exemple, l'obe$ite, les maladies infectieuses comme 
les hepatites B et C et le SIDA, les pneumonies, les colites ulceratives, les 
maladies du systeme nerveux central comme, par exemple, la maladie 
dVMzheimer, la schizophrenie et la depression, le rejet de greffe de tissus ou 

15 d'organes, la cicatrisation de blessures, Tanemie chez les patients dialyses, les 
allergies, I'asthme, les scleroses multiples, I'osteoporose, le psoriasis, Tarthrite 
rhumatoTde, la maladie de Crohn, les maladies et les desordres auto-immuns, 
les desordres gastro-intestinaux et les desordres lies aux traitements par 
chtmiotherapie. 

20 30. Composition pharmaceutique renfermant a titre de principe 

actif au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 

's 

18, un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, un 
vecteur recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la 
revendication 14, un anticorps selon la revendication 20 et/ou un agent 

25 activateur et/ou inhibiteur selon la revendication 22, ainsi qu'un excipient 
pharmaceutiquernent acceptable. 

31. Composition de diagnostic renfermant a titre de principe actif 
au moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 18, un 
polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, un vecteur 

30 recombinant selon la revendication 13, une cellule hote selon la revendication 
14, un anticorps selon la revendication 20 et/ou un agent activateur et/ou 
inhibiteur selon la revendication 22, ainsi qu'un excipient approprie 
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pharmaceutiquement acceptable. 

32. Utilisation : 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent activateur selon la 
revendication 22, et/ou 
5 b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 16 a 18, et/ou 

c) d'un polynucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, et/ou 

d) d'une cellule hote selon la revendication 14, cette cellule provenant du sujet a 
traiter, 

10 pour preparer un medicament destine a augmenter I'expression ou I'activite 
chez un sujet, d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 16 a 
18. 

33. Utilisation 

a) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un agent inhibiteur selon la 
15 revendication 22, et/ou 

b) d'une quantite therapeutiquement efficace d'un anticorps selon la 
revendication 20, et/ou 

c) d'un polynucleotide permettant d'inhiber I'expression d'un polynucleotide selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6, 

20 pour preparer un medicament destine a diminuer I'expression ou I'activite chez 
un sujet d'un polypeptide selon I'une quelconque des revendications 16 a 18. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> Genodyssee 

<120> Nouveaux polynucleotides comportant chacun un seul 

polymorphisme de type SNP fonctionnel dans la sequence 
nucleotidijque du gene INF alpha 2 humain ainsi que de 
nouveaux polypeptides codes par ces polynucleotides 
et leurs utilisations therapeutiques . 

<130> M171I 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 1733 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

gcgcctctta tgtacccaca aaaatctatt ttcaaaaaag ttgctctaag aatatagtta 60 
tcaagttaag taaaatgtca atagcctttt aatttaattt ttaattgttt tatcattctt 120 
tgcaataata aaacattaac tttatacttt ttaatttaat gtatagaata gagatataca 180 
taggatatgt aaatagatac acagtgtata tgtgattaaa atataatggg agattcaatc 240 
agaaaaaagt ttctaaaaag gctctggggt aaaagaggaa ggaaacaata atgaaaaaaa 300 
tgtggtgaga aaaacagctg aaaacccatg taaagagtgt ataaagaaag caaaaagaga 360 
agtagaaagt aacacagggg catttggaaa atgtaaacga gtatgttccc tatttaaggc 420 
taggcacaaa gcaaggtctt cagagaacct ggagcctaag gtttaggctc acccatttca 4 80 
accagtctag cagcatctgc aacatctaca atggccttga cctttgcttt actggtggcc 540 
ctcctggtgc tcagctgcaa gtcaagctgc tctgtgggct gtgatctgcc tcaaacccac 600 
agcctgggta gcaggaggac cttgatgctc ctggcacaga tgaggagaat ctctcttttc 660 
tcctgcttga aggacagaca tgactttgga tttccccagg aggagtttgg caaccagttc 720 
caaaaggctg aaaccatccc tgtcctccat gagatgatcc agcagatctt caatctcttc 780 
agcacaaagg actcatctgc tgcttgggat gagaccctcc tagacaaatt ctacactgaa 840 
ctctaccagc agctgaatga cctggaagcc tgtgtgatac agggggtggg ggtgacagag 900 
actcccctga tgaaggagga ctccattctg gctgtgagga aatacttcca aagaatcact 960 
ctctatctga aagagaagaa atacagccct tgtgcctggg aggttgtcag agcagaaatc 1020 
ataagatctt tttctttgtc aacaaacttg caagaaagtt taagaagtaa ggaatgaaaa 1080 
ctggttcaac atggaaatga ttttcattga ttcgtatgcc agctcacctt tttatgatct 1140 
gccatttcaa agactcatgt ttctgctatg accatgacac gatttaaatc ttttcaaatg 1200 
tttttaggag tattaatcaa cattgtattc agctcttaag gcactagtcc cttacagagg 1260 
accatgctga ctgatccatt atctatttaa atatttttaa aatattattt atttaactat 1320 
ttataaaaca acttattttt gttcatatta tgtcatgtgc acctttgcac agtggttaat 1380 
gtaataaaat gtgttctttg tatttggtaa atttattttg tgttgttcat tgaacttttg 1440 
ctatggaact tttgtacttg tttattcttt aaaatgaaat tccaagccta attgtgcaac 1500 
ctgattacag aataactggt acacttcatt tgtccatcaa tattatattc aagatataag 1560 
taaaaataaa ctttctgtaa accaagttgt atgttgtact caagataaca gggtgaacct 1620 
aacaaataca attctgctct cttgtgtatt tgatttttgt atgaaaaaaa ctaaaaatgg 1680 
taatcatact taattatcag ttatggtaaa tggtatgaag agaagaagga acg 1733 
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